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論文内容要旨
緒 目
 Blumberg(1965)によって発見されたオーストラリア抗原(Au抗原)はPrince
 (1968)によってウイルス性肝炎(特に輸血後肝炎)との関係が明らかにされ・現在ウイルスと
 しての病原性が追求されている。著者はAu抗原の本態を明らかにするため,Au抗原の物理化学的
 性状の解明を試みた。先ずAu抗原陽性血漿を出発原料としてAu抗原の精製を行ない,ヒト血清成
 分を殆んどすべて除去することに成功した。更にAu抗原の大部分はCsC1による浮上密度で1.22
 9/σ痂こ位置するが,もっと高い密度(1.289/`寵)にも補体結合抗原が存在することを発見し,
 電子顕微鏡的に観察すると,ここにはAu抗原のサブユニットを思わせる直径3～4規μの小粒子を
 認めた。
 材料および方法
 血漿:日赤仙台血液セγターに供血された健康人のAu抗原陽性血漿3種類(B,C,H)と東京
 大学輸血部より供与された2種類の混合血漿(K,P)を出発材料とした。
 補体結合反応(CF):Severの方法に準じ補体2単位,抗体2単位を用いたマイクロタイタ一
 法で抗原価を測定した。
 電気泳動法(IES)および寒天ゲル内沈降反応(AGD):寒天を0.01Mべ・ナール緩衡液
 (pH8.6)にとかして1%溶液としスライドガラスに厚さ1襯に流して反応板を作る。LKBのゲ
 ルパンチで穴をあけ,中心孔に抗体を,周辺孔に抗原をいれ,室温で48時間反応させる。電気泳動
 法は反応板の長軸にそって11個の孔を2列にあけ,陽極側には抗体を,陰極側にはサンプルをいれ,
 15V/㎝,30分間室温で泳動する。
 Au抗原の精製法:先ず血漿材料からフィブリノーゲンを除くため血漿20招に対して1MCaCi2
 水溶液を2彫加え,室温に3時間放置後4℃に一夜おいて軽く遠心して沈渣を除く。第1段精製は蔗
 糖濃度勾配遠心で蘇糖濃度40%と60%の溶液を予め遠心管に重ねて濃度勾配を作っておき,0.01
 Mリン酸緩衡食塩水(pH7.2)で3倍に希釈したサγプル20諺をその上にのせ超遠ら磯(日立
 65P型)で68,000×9,16時間遠心する。サンプリングは遠心管底より0.5認ずっとり,透
 析で庶糖を除いてからAu抗原価を測定した。第2段精製はCsC1の密度勾配遠心法でCsC11.1
 9/磁,1.3'9/碗,1.59/碗の水溶液をα5認ずつ重ね,その上にサンプル3.5磁をおき
 68,000×9,20時間遠心する。最後にCsCiの密度勾配平衡遠心にかける。サγプルを4.5薦
 のCsC1水溶液に混合して最終密度1.269/碗とし,158,000×9,48時間遠心する。各分
 画はAbbe3L型屈折計で屈折率を測定し,CsC]の密度を算定し猫抗原価はPBSに対して
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 24時間透析後CFおよびエESで測定した。
成績
 異なる5つの血漿材料を同じ精製法で精製したところ,そのうち1つの血漿材料から低密度中粒子
 のほかに,更に重い密度の分画にCFで陽性を示す抗原粒子を発見した。即ち第1段目の精製で庶糖
 濃度勾配遠心によってAu抗原のほとんどが40%分画に集まり濃縮される。第2段目のCsC1の密
 度勾配遠心ではAu抗原の80%以上が1.39/爾の分画に濃縮される。この粗精製Au抗原を
 CsCl密度勾配平衡遠心にかけるとAu抗原は浮上密度1.21～1.239/爾のところに集まる。こ
 の分画はCFおよびIES共に高い抗原価を示すことが明らかにされた。しかしひとつの血漿材料
 (P)ではこれらの分画のほかに更に高い浮上密度(1.289/碗)の分画にも高いCF抗原価が見
 出され,屯こにはIES活性は存在しなかった。
 電子顕微鏡的観察:低密度(1.21～1.239/6諺)抗原と高密度(1.289/o耀)抗原を2%
 PTAによるネガチフ染色で観察すると,低密度抗原は直径約22観μのウイルス様粒子(中粒子)
 や直径が同じで長さの異なる管状粒子および直径が2倍ほどある大粒子などが観察される。同様にし
 て高密度粒子を観察すると非常に小さい均一な粒子(3～4撤μ)がみられ,中粒子,大粒子,管状
 粒子は全く認められない。
 結果および考察
 藤糖濃度勾配遠心とCsC1密度勾配遠心を組合わせた精製法を用いてAu抗原陽性血漿材料を精製
 すると,浮上密度1、229/c痂こAu抗原は濃縮される。これを電子顕微鏡で観察すると直径約22
 規μのウイルス様粒子や管状粒子および直径がほぼ2倍の大粒子が見られる。更に5材料中1つでは
 低密度粒子のほかに1.289/魏の分画にもCF抗原の存在が認められた。これらの電子顕微鏡的観
 察から直径3～4御μの小粒子であることが明らかとなつ編この粒子はCFでのみ検出され,CF
 抗原価が高いにもかかわらずIESおよびAGDでは検出されない。すでにGerinら(1968)
 は中粒子をTween80で処理したり,凍結溶解をくり返すことにより抗原性は低密度に移動するこ
 とを認めたが電子顕微鏡による観察は行なっていない。著者はこれらの高密度分画に認められた小粒
 子は物理化学的性状から,中粒子を構成しているサブユニット蛋白であろうと考えた。更にρ=1.28
 は単純蛋白のそれに一致する。
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 審査結果の要旨
 1965年Blumbergによるオーストラリア(Au)抗原の発見以来,肝炎ウイルスの研究は新
 らしい血清学的指標を見出して活況を呈している。Au抗原を含む血清を輸血された受血者の80%
 にAu抗原を見出し得る事はあたかもAu抗原自身が病原性をにぎるtriggerであるという印象を
 うけるが,なお精製Au抗原には核酸を欠くため,Au抗原をウイルスとよぶ事をはばからせる。
 著者はこのAu抗原の物理化学的性状を明らかにし,従来知られたウイルスの性状との比較により
 Au抗原の本態に迫ろうと考え,第1にAu抗原の精製法を確立した。CsClと庶糖のクツシヨソ
 遠心のたくみな組合せとCsCl中の平衝密度勾配遠心によりρ=1.21～1,239/ご諺に直径220
 AのAu抗原粒子を濃縮し得たが,たまたま東大より入手したプール血清のひとつがこれら粒子以外
 にρ=1.28の分画に補体結合反応のみで検出され寒天ゲル内沈降反応では検出されない分画を含む
 事に気付いた。電子顕微鏡的にこの分画は30～40Aの非常に小さい均一度粒子・集団で,このサイ
 ズはAu抗原のネガチフ染色で発見されるsubunit構造のサイズと一致する。しかもρ=1.28
 という寿値は単純蛋白の密度と一致する。以上の事実から著者はこの小粒子をAu抗原のsubun員
 と推定したが,現在健康人や肝炎患者血清に含まれているAu抗原が血清学的測定法の種類に応じて
 著るしく検出感度を異にする事実もこの知見を中心に解明可能と思われる。よって本論叉は学位を授
 与するに値するものと認める。
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